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背 景 	
人 工 関 節 周 囲 感 染 （ periprosthetic	joint	infection;	PJI） は 診 断 お よ
び 治 療 に 難 渋 す る 疾 患 で あ る ． 感 染 の 確 定 診 断 に は 細 菌 培 養 検 査 に よ る 起
炎 菌 の 同 定 が ゴ ー ル ド ス タ ン ダ ー ド と さ れ て き た 。 し か し 近 年 ， 細 菌 培 養
の み で は 検 出 で き な い viable	but	non-cultivable	state	(VNC)の 存 在 が
報 告 さ れ て い る (Ramamurthy	et	al.	2014)． そ の た め 感 染 の 正 確 な 診 断 に
は 細 菌 培 養 検 査 だ け で な く 分 子 生 物 学 的 な 検 査 な ど の 複 数 の 検 査 で 総 合 的
に 判 断 す る 必 要 が あ る ． 	
本 研 究 は ， PJI 診 断 に お い て 新 た に 取 り 入 れ た Multiplex プ ラ イ マ ー ，
プ ロ ー ブ （ 表 1)を 用 い た Multiplex リ ア ル タ イ ム Polymerase	 Chain	
Reaction（ PCR）法 の 有 用 性 お よ び ，そ の プ ラ イ マ ー ，プ ロ ー ブ の 菌 種 の 検
出 範 囲 を 臨 床 分 離 菌 株 を 用 い て 調 査 し た ． さ ら に 培 養 陰 性 の PJI に 対 す る
PCR 法 の 有 用 性 を 検 討 し た ．	本 研 究 の 目 的 は PJI を 中 心 と す る 整 形 外 科 領
域 の 感 染 症 に 対 し て ，新 た に 導 入 し た Multiplex	リ ア ル タ イ ム PCR 法 の 有
用 性 お よ び 培 養 陰 性 の PJI に 対 す る PCR 法 の 有 用 性 を 評 価 す る こ と で あ る ．
ま た 臨 床 分 離 菌 株 を 用 い て ， 今 回 使 用 し た プ ラ イ マ ー ， プ ロ ー ブ の 菌 種 の
検 出 範 囲 を 検 討 す る こ と で あ る ． 		
	
対 象 と 方 法 	
	 2012 年 4 月 か ら 2016 年 6 月 の 術 前 後 ， 術 中 に 採 取 し た 関 節 液 お よ び 組
織 151 検 体 （ 感 染 45 検 体 ， 非 感 染 	106 検 体 ） 対 象 に Multiplex リ ア ル タ
イ ム PCR 法 を 施 行 し た ． 本 PCR 法 は 2 種 類 の PCR を 同 時 に 施 行 す る こ と が
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可 能 で あ り ，	一 つ は MRS を 特 異 的 に 検 出 す る MRS-PCR で ，も う 一 方 は 今 回
新 し く 導 入 し た Multiplex	プ ラ イ マ ー ，プ ロ ー ブ を 用 い て 一 般 細 菌 を 検 出
す る Universal-PCR を 使 用 し た ． Universal-PCR の 検 査 判 定 は ネ ガ テ ィ コ
ン ト ロ ー ル と の 差 ( ⊿ CT) を 定 量 評 価 し ， receiver	 operating	
characteristic	(ROC)解 析 を 用 い カ ッ ト オ フ 値 を 決 定 し た ． さ ら に 培 養 陰
性 の PJI に 対 し て 本 PCR 法 を 施 行 し た ．2014 年 11 月 か ら 2015 年 4 月 に 検
査 室 よ り 分 離 さ れ た 臨 床 分 離 菌 株 27 種 類 に 対 し て Multiplex	プ ラ イ マ ー ，
プ ロ ー ブ を 用 い た PCR 法 を 施 行 し 検 出 範 囲 を 調 査 し た ． 	
	
結 果 	
	 細 菌 培 養 陽 性 は 26 例 48 検 体 で ， Staphylococcus	aureus が 9 例 21 検 体
と 最 も 多 く ，MRS は 6 例 11 検 体 ，グ ラ ム 陽 性 菌 は 15 例 29 検 体 ，グ ラ ム 陰
性 菌 は 6 例 12 検 体 で あ っ た ．ま た 混 合 感 染 は 2 例 4 検 体 に 認 め た ，そ れ ぞ
れ グ ラ ム 陽 性 菌 と 陰 性 菌 の 組 み 合 わ せ が 1 例 ， グ ラ ム 陰 性 菌 同 士 の 組 み 合
わ せ が 1 例 で あ っ た ． MRS-PCR の 感 度 は 91％ ， 特 異 度 は 98%で ， カ ッ ト オ
値 を 2.43 で Universal-PCR の 感 度 は 87%， 特 異 度 は 83%で あ っ た ． 	
	 臨 床 分 離 菌 株 に お け る MRS-PCR の 感 度 ， 特 異 は 共 に 100％ ， グ ラ ム 陽 性
菌 ， グ ラ ム 陰 性 菌 は 全 て 検 出 可 能 で あ っ た が ， Stenotrophomonas	
maltophilia	の み 判 別 が 不 能 で あ り ，グ ラ ム 陽 性 陰 性 の 判 別 一 致 率 は 96％
で あ っ た (表 2)． 	
	
考 察 	
	 PJI の 治 療 方 針 を 決 定 す る の に 診 断 は 非 常 に 重 要 で あ り ， わ れ ら れ は 診
断 ツ ー ル と し て PCR の 有 用 性 を 報 告 し て き た ． 本 研 究 で も 87%と 高 い 感 度
で あ り ，今 回 導 入 し た Multiplex	プ ラ イ マ ー プ ロ ー ブ を 使 用 し た PCR 法 は
迅 速 性 に す ぐ れ て お り ， 有 用 で あ っ た と 考 え る ． 		
	 細 菌 培 養 検 査 は 最 も 一 般 的 で あ る が ，Kobayashi ら は 細 菌 培 養 検 査 74 例
の 細 菌 培 養 陰 性 の う ち ，9 例（ 12%）で リ ア ル タ イ ム PCR 陽 性 の PJI を 認 め
た と 報 告 し て い る (Kobayashi	et	al.	2008)． 細 菌 培 養 検 査 で は 抗 菌 薬 投 与
下 ， バ イ オ フ ィ ル ム 内 の 細 菌 は 培 養 さ れ に く く ， 偽 陰 性 に な る 可 能 性 が あ
り ， Tzeng ら は バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 す る 細 菌 に お い て 従 来 の 診 断 法 で は
容 易 で は な い た め ， 分 子 生 物 学 的 診 断 な ど を 取 り 入 れ る べ き と 報 告 し て い
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る (Tzeng	A	2015)． ま た Jahoda ら は 培 養 検 査 の 細 菌 検 出 率 が 53.2	%に 対
し て PCR で は 79.8	%で あ り ， さ ら に 検 出 さ れ た ブ ド ウ 球 菌 の 47.2%が バ イ
オ フ ィ ル ム 産 生 菌 で あ っ た と 報 告 し て い る (Jahoda	et	al.	2014)． 		
	 本 研 究 に お い て 培 養 陰 性 で PCR 陽 性 は 24 検 体 で ，そ の う ち 感 染 と 診 断 基
準 を 満 た し て い る も の は 8 検 体 で あ っ た ． こ の 8 検 体 は 抗 菌 薬 投 与 後 や イ
ン プ ラ ン ト 周 囲 の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 な ど が 原 因 で ， 生 き て い る が 培 養 さ
れ な い 状 態 で あ る こ と が 考 え ら れ た ． PCR は バ イ オ フ ィ ル ム 産 生 菌 に 対 し
て も 高 い 検 出 率 を 持 っ て お り ， 培 養 陰 性 の 場 合 に お い て も 有 用 で あ る と 考
え る 。 	
	
表 1． Multiplex	プ ラ イ マ ー ， プ ロ ー ブ 	
	
	
	
表 2． 当 院 検 査 室 よ り 分 離 さ れ た 臨 床 分 離 菌 株 と PCR 結 果 	
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